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METODE:
•uzorkovanje mediteranske dagnje i  
izolacija ciljnih tkiva
•ekstrakcija RNA i DNA
•reverzna transkripcija mRNA
•lančana reakcija polimerazom (PCR)
•kloniranje produkata PCR-a
•određivanje slijeda nukleotida u 
molekuli DNA
•western analiza
UVOD:
Prisutnost zagađivala u moru kod organizama izaziva promjene na
molekularnoj i staničnoj razini te se u takvim stresnim uvjetima
inducira ekspresija i aktivnost gena kao što su feritin i geni obitelji
p53. Opis i analiza navedenih gena te bolje poznavanje njihove
ekspresije kod mediteranske dagnje Mytilus galloprovincialis prvi su
koraci u razvoju i primjeni ovih gena kao korisnih biomarkera za
procjenu antropogenog utjecaja na morski ekosustav.
STRUKTURA GENA
Geni obitelji p53 imaju ključnu ulogu
u kontroli staničnog ciklusa.
Beskralješnjaci imaju samo jedan-
ishodišni gen obitelji p53 koji
pokazuje najveću sličnost s p63
genom kralješnjaka.
Feritin je multifunkcionalni protein
koji je zbog svoje važnosti
sveprisutan od arhebakterija,
eubakterija, biljaka do životinja.
Identičnost sljedova feritinskog gena
pojedinih organizama je svega 15 %,
no trodimenzionalna struktura
proteina strogo je konzervirana.
Varijabilni nukleotidni slijed
konzerviran je na mjestima važnim za
funkciju enzima: ferooksidazni centar
kao i slijed IRE.
Slika 1. Shematski prikaz sravnjenja gena obitelji p53 kod vrste Homo sapiens, Mya arenaria i Mytilus 
galloprovincialis. Egzoni su prikazani pravokutnicima (crni pravokutnici odgovaraju netranslatiranim 
područjima), horizontalne linije označavaju introne. Isprekidanim linijma obuhvaćene su funkcionalne 
domene: transaktivacijska  (TA), DNA vezna  (DBD), oligomerizacijska (OLIGO),  domena sa sterilnim α-
motivom (SAM) (Šifanić i sur., 2009).
Slika 2. (A) Shematski prikaz strukture feritinskog gena kod životinja. Egzoni su prikazani pravokutnicima 
(E1, E2, E3, E4), horizontalne linije predstavljaju introne (I1, I2, I3). Bijeli pravokutnici predstavljaju 5’ i 3’ 
netranslatirana područja ( 5’UTR , 3’UTR) (Proudhon i sur., 1996).  (B) Stroga konzerviranost  slijeda IRE 
(vezno mjesto za protein IRP-iron response protein) u 5’UTR (Wang i sur., 2009).
REZULTATI I RASPRAVA:
FUNKCIJA GENA
Slika 3. Shematski prikaz proteinskih izoformi gena p63 koje nastaju inicijacijom transkripcije s dva različita promtorska mjesta (TAp63 i ΔNp63) i alternativnim izrezivanjem mRNA (α, β, γ) 
te detekcija različitih proteinskih izoformi specifičnim protutijelom na TA domenu western analizom nakon izloženosti dagnje TBT-u koncentracija100 µg/l (A) i 33 µg/l (B).
Slika 4. Mehanizam antioksidacijskog djelovanja feritina se temelji  na skladištenju željeznih iona kako bi se 
onemogućilo katalitičko djelovanje Fe2+ u Fentonovoj reakciji kojom nastaje hidroksilni radikal (•OH). Fe2+ se 
regenerira u Haber-Weissovom ciklusu.  Visoke koncentracije željeznih iona inhibiraju  vezanje proteina 
IRP (iron response protein) na IRE slijed u 5’UTR području što omogućava translaciju feritinske mRNA. 
Gen p63 kod kralješnjaka eksprimira najmanje šest različitih mRNA, odnosno proteinskih
izoformi koje po dosadašnjim spoznajama očekujemo i kod dagnje. Značajna funkcija gena p63
je “kontrola stanja” staničnog genoma te se u uvjetima koji dovode do oštećenja DNA mijenja
ekspresija proteinskih izoformi i njihovi relativni odnosi čija se detekcija može koristiti kao
potencijalni biomarker genotoksičnog stresa.
Feritin pohranom željeza u Fe3+ obliku onemogućava njegovo katalitičko djelovanje u Fentonovoj
reakciji stvaranja radikala. Razine ekspresije feritina mogu se koristiti kao potencijalni
biomarker oksidativnog stresa.
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